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Verfahren zur Rrf assuna des Status eines 
Organis mus durch Messunq von Peptidpn 

Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein Verfahren zur 
Erfassung des Status eines Organismus durch Messung von 
Peptiden aus einer Probe des Organismus. 

Zur Erfassung des Status eines Organismus werden verschiedene 
analytische Methoden .eingesetzt . So wird beispielsweise in 
der Diagnostik von hoheren Organismen bei pathologischen 
Befunden aufgrund der Symptomatik versucht, die Ursache der 
pathologischen veranderung zu ergrtinden, um eine kausale 
Therapie zu entwickeln. Desweiteren ist man bemiiht, durch 
Sequenzierung der Genome von Organismen und Etablierung von 
"Wildtyp-Genomen" eine Referenz eines durchschnittlichen, 
"gesunden" Organismus zu entwickeln, um dann individuelle 
Abweichungen, die auf mogliche pathogene Entwicklungen 
hinweisen konnen, durch entsprechende Genanalysen zu ent- 
decken. Nachteilig an dem ersten methodischen Ansatz 1st, 
dafi man keine hypothesenf reie Diagnostik durchfiihren kann, 
da dabei eine Diagnose unternommen wird, die bereits auf 
Vermutungen beruht . Nachteilig an dem zweiten Verfahren ist, 
daS es auf lange Sicht noch nicht moglich sein wird, wichtige 
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Oder gar alle auf genetische Fehlf unktionen zuruckzufuhrende 
Erkrankungen zu diagnostizieren. Ein welterer Nachteil der 
zuletzt genannten Methode kann auch darin bestehen, daS eine 
Mutation auf einem Gen nicht unbedingt zur Expression des 
damit verbundenen Phanotypen fiihrt. 

Es ware mithin wiinschenswert , uber ein universell einsetz- 
bares diagnostisches Verfahren zu verfiigen, mit welchem es 
gelingt, die geschilderten Nachteile zu vermeiden und ins- 
besondere -eine hypothesenf reie Diagnostik durchfiihren zu 
konnen. Das diagnostische Verfahren sollte dariiber hinaus 
universell einsetzbar sein, nicht beschrankt- bleiben auf 
hoher entwickelte Systeme, spndern auch gleichfalls einsetz- 
bar sein, urn den Status von niederen Organismen zu erfassen. 
Es sollte dariiber hinaus leicht etablierbar sein und mit an 
sich bekannten Techniken ausgefuhrt werden konnen. 

Ein der Erf indung zugrundeliegendes technisches Problem liegt 
mithin in der Bereitstellung eines solchen Verfahrens. 

Uberraschenderweise wird das der Erf indung zugrundeliegende 
technische Problem in einfacher Weise durch ein Verfahren 
mit den Merkmalen des Anspruchs 1 gelost. Die Unteranspruche 
betreffen bevorzugte Ausfuhrungsf ormen des erf indungsgemafien 
Verfahrens . 

Das erf indungsgemafie Verfahren zur Erf assung des Status eines 
Organismus geht davon aus, dafi dem zu untersuchenden 
Organismus eine Probe entnommen wird. Die Probe kann auch 
der vollstandige Organismus sein. . Die Probe mufi niedrig- 
molekulare Peptide, enthalten, wobei es nicht stort, wenn die 
Probe neben niedrigmolekularen Peptiden auch hochmolekulare 
Peptide oder Proteine enthalt. Die niedrigmolekularen Peptide 
werden dabei erf indungsgemaS direkt erfafit und charakteri- 
siert und dienen als Indikator fiir den Status des Organismus. 
Dabei ist es sowohl moglich, einzelne Peptide direkt meS- 
technisch zu erfassen, mehrere Peptide mefitechnisch zu 
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erfassen bis hin zu alien in der Probe bef indlichen und 
meStechnisch erfaSbaren niedermolekularen Peptide. Anders 
als bei herkommlichen analytischen oder diagnostischen 
Methoden, wie die Gel-Elektrophorese oder die zwei- 
dimensionale Elektrophorese und beispielsweise klinische 
diagnostische Methoden, werden hier nicht die hochmolekularen 
Strukturen, wie beispielsweise Proteine untersucht . Im 
Gegensatz zu an sich bekannten diagnostischen Methoden, wie 
beispielsweise Radioimmunassay oder anderen Kompetitions- 
assays zur Messung von Peptidhormonen und ahnlichem, werden 
erf indungsgemaS die niedermolekularen Peptide direkt meS- 
technisch erfaEt und nicht wie in den genannten Methoden 
indirekt. Als. Referenz dient die Verteilung niedrigmole- 
kularer Peptide bei einem reprasentativen Querschnitt von 
definierten Kontrollen. 



Im erf indungsgemafien Verfahren kann die zu untersuchende 
Probe von Geweben- oder Flussigkeitsproben aus dem 
Organismus, dessen Status aufgenommen werden soll 7 stammen 
oder es kann der Organismus selbst oder Teil-e davon sein. 
Im Falle der Ontersuchung niederer Organismen dient vorzugs- 
weise der Organismus selbst als Probe. Als niedere Organismen 
kommen insbesondere Einzeller, wie prokaryontische Systeme 
oder einfache eukaryontische Systeme, wie Hefen oder andere 
Mikroorganismen, in Betracht. 

Erf indungsgemafi sollen die niedrigmolekularen Peptide, die 
zur Messung herangezogen werden, vorzugsweise ein Molekular- 
gewicht von hochstens 30.000 Dalton aufweisen. Die untere 
Grenze ist an sich nicht kritisch, jedoch stellen Dipeptide 
die untere Grenze der niedrigmolekularen Peptide, die er- 
findungsgemafi erfafit werden sollen, dar. Insbesondere bevor- 
zugt sind Molekulargewichte der niedrigmolekularen Peptide 
von 100 bis 10.000 Dalton. 

Falls erforderlich, weil beispielsweise durch eine veranderte 
MeSanordnung bedingt, kann es vorteilhaft sein, hochmole.- 
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kulare Peptide oder Proteine sowie andere Biopolymere, die 
moglicherweise mit der Messung interf erieren, aus der Probe 
zu entfernen. Dies ist insbesondere dann nicht erf orderlich, 
wenn durch die erf indungsgemafi einzusetzende MeSmethode die 
hohermolekularen Peptidverbindungen mefitechnisch nicht erf afit 
werden . 

Vorzugsweise wird erf indungsgemafi die Massenspektroskopie 
zur Erfassung der niedermolekularen Peptide eingesetzt. Ins- 
besondere bewahrt hat sich dabei die sogenannte MALDI-Methode 
(Matrixunterstutzte Laser-Desorptions-Ionisations-Massen- 
spektroskopie) . Wird die Massenspektroraetrie als Methode 
eingesetzt, empfiehlt es .sich, die durch die Massen- 
spektroskopie ermittelbaren Daten zur Charakterisierung der 
niedermolekularen Peptide einzusetzen, wie beispielsweise 
deren Molekulargewicht . Es ist ebenfalls moglich, unter 
bestimmten Umstanden andere Parameter zu analysieren, wie 
beispielsweise die Ladung der Peptide oder die charakteristi- 
sche Retentionszeit auf Chromatographiesaulen oder ein 
Fragmentmuster der niedermolekularen Peptide oder Kom- 
binationen aus Masse der niedrigmolekularen Peptide und deren 
Ladungen . 

Je nach Fragestellung, die mit der Erfassung des Status des 
Organismus noch verbunden ist, kann es vorteilhaft sein, die 
Probe auf mehrere Fraktionen zu verteilen und die Proben 
unter verschiedenen Fragestellungen oder mefiteehnischen 
Anordnungen zu analysieren und somit einen Status des 
Organismus zu erfassen. 

Als Organismen dienen insbesondere Prokaryonten, Eukaryonten, 
vielzellige Organismen, Zellen aus Gewebekulturen, Zellen 
von Tieren und Menschen. So wird es erf indungsgemafi ermog- 
licht, den Status von genetisch veranderten oder trans - 
formierten und/oder konditionierten Organismen zu unter- 
suchen. Dies kann insbesondere bei Uberpriif ungen von trans - 
formierten Systemen vorteilhaft sein, urn zu erkennen, inwie- 
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weit transf ormierte Organismen • moglicherweise unerwartete 
Oder unerwiinschte Eigenschaf ten entwickelt haben, indem 
beispielsweise Peptide gebildet werden, die auf unerwiinschte 
Oder unerwartete Eigenschaf ten, wie toxische Eigenschaf ten, 
hinweisen. 

Insbesondere kann jede bewuSt oder unbewufit vorgenommene 
Manipulation (Konditionierung) eines Organismus dessen Status 
beeinflussen, sei es im Rahmen der Verabreichung von Medi- 
kamenten, der Gentherapie, bei Infektionen, am Arbeitsplatz 
durch Kontakt mit chemischen Stoffen, bei Versuchstieren, 
insbesondere transgenen Tieren und knock-out -Mutanten. 
Insbesondere bei solchen Verfahren kann durch den intra- und 
inter-individuellen Vergleich, beispielsweise durch chrono- 
logische Probenentnahme aus einem Organismus vor und im 
Verlauf einer der oben genannten MaSnahmen oder durch Ver- 
gleich mit nicht behandelten Kontrollorganismen, uberpruft 
werden, ob die vorhergesagten, erwiinschten Anderungen im 
Status tatsachlich eingetreten sind und ob daruberhinaus oder 
stattdessen nicht vorhergesagte, unerwiinschte oder auch 
erwiinschte Anderungen eingetreten sind, die durch das er- 
findungsgemafie Verfahren hypothesenf rei erfafit werden. 

Daher eignet sich das erf indungsgemaSe Verfahren auch zum 
Beispiel zur Begleitung von klinischen Studien, toxiko- 
logischen Untersuchungen bei der Erprobung von Medikamenten 
aller Art, zur Analyse/Erf assung von Abbauprodukten , zur 
Identif ikation Von Genprodukten . 

In der Veterinar- und Humanmedizin entwickelt das erfindungs- 
gema£e Verfahren seine iiberragende Bedeutung dadurch, daS 
eine hypothesenf reie Erfassung des Status des betreffenden 
Organismus ermoglicht wird. Es wird also nicht bereits mit 
einer vorgef afiten Meinung ein Bestatigungsassay durchgef uhrt , 
sondern es wird ein echtes Gesamtbild des Status des unter- 
suchten Organismus erstellbar. Das erf indungsgemaSe Ver- 
fahren, daS als dif f erentielles Peptiddisplay (Differential 
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Peptide Display) bezeichnet werden kann, geht dabei davon 
aus, dafi in einem gesunden Organismus ein' bestimmtes Peptid- 
muster vorhanden ist und deshalb in der Lage ist, als 
Referenzstandard zu dienen. Nimrat man nun den Peptidstatus 
eines Individuums auf und vergleicht diesen mit der Referenz, 
so kann man einerseits Abweichungen feststellen, die bereits 
einen ersten Hinweis auf einen moglicherweise pathogenen 
Zustand geben. Werden nunmehr die Abweichungen, die durch 
Vergleich mit ahnlichen pathogenen Zustanden erstellt worden 
sind, aus entsprechenden Proben eines Erkrankten ermittelt, 
so. kann bereits durch Vergleich der .Abweichungen im Peptid- 
mu'ster der Probe des Individuums und Ubereinstimmung der 
Abweichung mit einem zugeordneten Krankheitsbild die be- 
tref f ende Erkrankung direkt aus der Analyse identif iziert 
werden. 

Erf indungsgemafi kann dabei insbesondere wie folgt vorgegangen 
werden. Zur Herstellung einer Ref erenzprobe konnen zunachst 
Ultrafiltrate aus Korperf liissigkeiten und Gewebsextrakten 
verwendet werden. Die Gewinnung der Filtratpeptide und ihre 
Auftrennung in Fraktionen erfolgt, indem beispielsweise 
niedrigmolekulare Pept^df raktionen gewonnen werden. Die 
Charakterisierung der Peptidf raktionen kann beispielsweise 
anhand von Retentionsverhalten und molekularer Masse, er- 
mittelbar durch Chromatographie oder Massenspektroskopie, 
erfolgen. Wird beispielsweise Ultrafiltrat von Patienten, 
die an einer bekannten Erkrankung leiden, verwendet und 
dieses mit dem zuyor erstellten Spektrum von gesunden Re-fe- 
renzprobanden verglicheh, kann durch das abweichende Muster 
eine Zuordnung der spezifischen Erkrankung mit dem Status 
des betreffenden Peptidgemisches erfolgen. Die Methode kann 
somit auch in an sich herkommlicher Weise eingesetzt werden, • 
indem beispielsweise gleich das entsprechende auf pathogene 
Veranderungen hinweisende Peptidmuster abgefragt wird. Im 
Einzelfall kann dies sogar ein fur die entsprechende Krank- 
heit charakteristisches Peptid sein. Analysiert man z. B. 
eine Probe aus einem Patienten, bei dem ein bestimmtes 
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Erkrankungsbild erkennbar ist und eine Hypothese fur die 
Ursache dieser Erkrankung besteht, kann beispielsweise dieses 
spezifische Peptid in der Analyse gemafi Erfindung ebenfalls 
abgefragt werden und bei positivem Ausgang entsprechende 
Therapieplane eingerichtet werden. So ist es durchaus mog- 
lich, zunachst dem Patienten eine Probe zu entnehmen, mit 
dem erfindungsgemaSen Verfahren einen Status aufzunehmen, 
um dann bei Feststellen des Vorliegens einer auf pathogene 
Zustande hinweisenden Abweichung entweder durch an sich 
bekannte Bestatigungsassays, unter Heranziehung der ublichen 
klinischen Assays, eine Kontrollmessung durchzufiihren oder 
die Kontrollmessung durch spezifisches Screening nach dem 
Indikator des pathogenen Zustands durchzufiihren. 

Peptide konnen dabei nach dem Fachmann bekannten Verfahren, 
wie beispielsweise Ultrafiltration des entsprechenden Aus- 
gangsmaterials, gewonnen werden. Dabei werden Filter mit 
einer molekularen Ausschlu£gr6£e verwendet, die in dem 
erfindungsgemaJS beanspruchten Bereich liegen, also zwischen 
denen eines Dipeptides und- maximal 30.000 Dalton. Durch 
geeignete Wahl der jeweiligen Membranen konnen auch bestimmte ■ 
Molekulargewichtsfraktionen gewonnen werden. Vorzugsweise 
werden im Rahmen der Filtration 0,2 ml bis 50 1 Filtrat ge- 
wonnen, das beispielsweise sofort nach AbschluS der 
Filtration durch Ansauern mit verdiinnter Salzsaure auf einen 
PH-Wert von 2 bis 4 eingestellt wird. Die genannten Mengen 
dienen insbesondere dazu, gepbolte Proben zu untersuchen, 
zum einen zur Entwicklung von Referenzproben gesunder Pro- 
banden bzw. zur Bestimmung krankheitsspezif ischer Peptid- 
marker zur Erstellung einer Peptiddatenbank. 

Die nach Ultrafiltration im Filtrat vorliegenden Peptide 
werden durch Adsorption an chromatographische Materialien, 
insbesondere Kationenaustauscher, wie beispielsweise Fracto- 
gel, Anionenaustauscher-Fractogel TMAE und Reverse -Phase - 
(RP) -Materialien, mit nachf olgender Elution durch lineare 
Gradienten oder Stuf engradienten gewonnen. Zur weiteren 



WO 98/07036 



PCT/EP97/04396 



- 8 - 

Auf reinigung konnen gegebenenf alls weitere chroma tographische 
Trennungen, insbesondere uber RP-Phasentnaterial durchgefuhrt 
werden. 

Die Erfassung der Peptidfraktionen erfolgt vorzugsweise durch 
massenspektrometrische Analyse, insbesondere mit der MALDI-MS 
(matrix assisted laser desorption ionisation mass spectro- 
metry) oder ESI -MS (electro spray ionisation-MS) . Dies sind 
Methoden, die zur Analyse von Peptiden einsetzbar sind. 
Hierbei wird vorzugsweise mit einer On-Line-Kopplung einer 
Microbore RP-Trennung und der Massenspektrometrie (LC-MS- 
Kopplung) gearbeitet. Aus den erhaltenen Daten wird eine 
mehrdimensionale Tabelle nach Retentionsverhalten, Molekular- 
gewicht und Signalintensitat als bevorzugte Leitparameter 
erstellt. Es konnen jedoch auch andere mit den genannten 
Methoden ermittelbare Gr6£en erfafit werden. 

Die uber die vorgenannten Schritte gewonnenen Daten uber 
Patienten mit einer bekannten Grunderkrankung werden mit den 
gleichartig gewonnenen Daten einer gesunden Referenz- 
population verglichen. Hierbei werden sowohl qualitative 
Anderungen (z. B. das Auftreten neuer Peptide oder das Fehlen 
von Peptiden) , als auch quantitative Anderungen (das ver- 
mehrte beziehungsweise verminderte Auftreten von einzelnen 
Peptiden) f estgestellt . Die iiber die vergleichende Analyse 
def inierten Targets konnen, falls erf orderlich, im weiteren 
durch den Fachmann bekannte Methoden peptidchemisch gereinigt 
und identifiziert werden. Die erhaltenen Sequenzinf ormationen 
konnen dann mit Protein- und Nucleinsauredatenbanken sowie 
nachfolgend mit Literaturdaten verglichen werden. Die 
Relevanz der dargestellten Peptide beziiglich der untersuchten 
Erkrankung wird liberpruft durch funktionelle Studien und 
durch Reihenscreening an geeigneten Patientengruppen . 
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Beispiel 1 

Verwendung von Korperf liissigkeiten, hier: Blutfiltrat (Hamo- 
filtrat, HF) 

1 . Gewinnung von HF 

HF wird im Rahmen einer arterio-venosen oder auch veno- 
venosen Hamof iltration nach dem Fachmann bekannten Techniken 
an ausgewahlten Patienten oder Probanden durchgef uhrt . Die 
Gewinnung von HF erfolgt in der Weise, wie sie im Prinzip 
bei chronisch nierenkranken Patienten routinemaEig durch- 
gef uhrt wird. Uber eine arterielle Ableit-ung und venose Zu- 
leitung (arterio-venose HF) oder eine venose Ableitung mit 
venoser Zuleitung (veno-venose HF) wird das Blut des 
Patienten -unter apparativer Untersttitzung durch ein Hamo- 
filtratsgerat (z. B. Hemoprozessor , Sartorius, Gottingen; 
AK 10 HFM, Gambro, Hechingen) uber ein Hamofilter geleitet 
(z. B. Hemoflow F 60 oder Hemofiow HF 80 S, Fresenius, Bad 
Homburg; Hemoflow FH 77 H und Hemoflow HF 88 H, Gambro) , das 
eine molekulare AusschluSgroSe von bis zu 30 kDa besitzt. 
Das dem Patienten entzogene Filtratvolumen wird durch eine 
Elektrolytlosung substituiert (z. B. SH 01, SH 05, SH 22, 
SH29, Schiwa, Glandorf ) . 

Im Rahmen des hier vorliegenden Verfahrens. wird eine 
diagnostische Hamof iltration mit dem Ziel durchgef uhrt, 
zwischen 1 und 3 0 1 HF bei einem Patienten innerhalb einer 
Hamof iltration zu gewinnen. Das Hamof iltrat wird zur Ver- 
meidung der Proteolyse sofort mit verdiinnter Saure (z. B. 
1 M HC1) auf einen pH-Wert zwischen 2 und 4 eingestellt und 
auf 4°C gekuhlt. 
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2. Gewinnung der HF-Peptide und Auftrennung in Fraktionen 

2.1 Peptidextraktion mit stufenweiser Elution 

10 1 Hamof iltrat werden mit entionisiertem Wasser auf eine 
Leitf ahigkeit von 6 mS/cm verdunnt und der pH mit Salzsaure 
auf 2,7 eingestellt. Das HF wird dann auf eine Chromato- 
graphiesaule aufgetragen. Nach Bindung der HF-Peptide werden 
die gebundenen Peptide mit einer pH-Stuf enelution eluiert . 
Dabei werden 7 Puffer mit auf steigendem pH verwendet. 

Chromatographiebedingungen : 

FluS beim Auftrag: 100 ml/min 
FluS beim Eluieren: 30 ml/min 
Detektion; 214, 280 nm 

Saule: Vantage (Amicon, Witten) 6 cm Durchmesser x 7 cm 
Fullhohe 

Saulenmaterial : Fraktogel TSK SP 650 M (Merck, Darmstadt) 
Anlage: BioCAD 250, Perseptive Biosystems, Wiesbaden- 
Nordenstadt 



Puffer 


pH-Wert 


Puf f ersubstanzen 


Molaritat 


Elutionspuf f er 1 


3,6 


Zitronensaure 


0,1 


Elutionspuf fer 2 


4,5 


Essigsaure 


0,1 


Elutionspuf fer 3 


5,0 


Apfelsaure 


0,1 


Elutionspuf fer 4 


5,6 


Bernsteinsaure 


0,1 


Elutionspuf fer 5 


6,6 


Natriumdihydrogenphosphat 


0,1 


Elutionspuf fer 6 


7,4 


Dinatriumhydrogenphosphat 


0,1 


Elutionspuf fer 7 


9,0 


Ammoniumcarbonat 


0,1 



Die Eluate 1-7 werden separat gesammelt. 
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2.2 Zweite chromatographische Auftrennung 

Die Eluate 1 - 7 werden separat uber eine Reverse-Phase -Saule 
chromatographiert . 

Chromatographiebedingungen : 
Flufi beim Auftrag: 10 ml/min 
FluS beim Eluieren: 4 ml/min 
Detektion: 214 nm 

Saule: HPLC-Stahlsaure, 1 cm Durchmesser, 12,5 Fullhohe 
Saulenmaterial : Source RPC 15 /xm (Pharmacia, Freiburg) 
Anlage: BioCAD, Perseptive Biosystems, Wiesbaden-Nordenstadt 

Das Eluat wird in 4 ml-Fraktionen gesammelt . 

3. Kartierung der Peptid-Fraktionen 

3.1 

Aliquots der in 2.2 gewonnen Fraktionen werden auf einer 
Microbore-Reverse-Phase-Saule aufgetragen und im Gradient 
eluiert. Die Detektion erfolgt mit UV-Detektor und on-line 
mit einem Elektrospray-Massenspektrometer . 

Chromatographiebedingungen : 
FluS beim Auftragen: 20 Ml/min 
FluS beim Eluieren: 20 fil/min 
Detektion: 220 nm 

Saule: C18 AQS, 3 fim, 120 A, 1 mm Durchmesser, 10 cm Lange 
(YMC, Schermbeck) 

Anlage: ABI 140 B Dual solvent Delivery System 



Puffer A: 0,06% Trif luoressigsaure in Wasser 
Puffer B: 80% Acetonitril in A 
Gradient: 0% B auf 100% B in 90 min 
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On-Line-Massenspektrometrie : 

API III mit Elektrospray- Interface ( Perkin - Elmer , 

Weiterstadt) 

Positive Ion Modus 

MeSbereich: m/z von 3 00 bis 2.3 90 
Scan-Zeit: 7 sec 
Scan-Fenster : 0,25 m/z 

Datenerfassung erfolgt mit MacSpec oder MultiView Software 
(Perkin-Elmer) . 

3.2 MALDI-MS Messung der einzelnen Fraktionen 

Aliquots der in 2.2 gewonnen Fraktionen werden mit unter- 
schiedlichen Matrixsubstanzen, z. B. .unter Zusatz von L(-) 
Fucose im MALDI-MS gemessen. 

Aus den Rohdaten wird eine mehrdimensionale Tabelle erstellt 
unter Beriicksichtigung der Scan-Numrner, Signalintensitat und 
nach Kalkulation der Massen aus den multipel geladenen Ionen 
eines Scans • • 

4 . Vergleichende Analyse 

4.1 Identif xkation neuer, fehlender oder in ihrer Menge 
deutlich verschiedener Peptide 

Durch Vergleich der unter 3.3 erhaltenen Datensatze, die auch 
als Peptidkarten bezeichnet werden konnen, werden qualitative 
und/oder quantitative Unterschiede f estgestellt . Dabei werden 
unter Berucksichtigung von Kontrollen und Proben einzelne 
Datensatze oder auch Gruppen von Datensatzen zum Vergleich 
herangezogen . 
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4.2 Peptidchemische Charakterisierung der identif izierten 
Targets 

Aus dem gewonnen Rohmaterial (z . B . GroSpraparationen von 
Hamofiltrat) werden die identif izierten Targets in Mengen 
aufgereinigt, die eine Identif ikat ion erlauben. Dazu werden 
die unterschiedlichen, dem Fachmann bekannten chromato- 
graphischen Trenntechniken (Reverse Phase, Ionenaustausch. 
AusschlufigroEenchromatographie, hydrophobe Interaktions- 
Chromatographie etc.), die im allgemeinen zur Auftrennung 
von Peptidgemischen eingesetzt werden, verwendet. Nach jeder 
chromatographischen Trennung einer Fraktion werden uber ESI- 
MS, MALDI-MS oder auch LC-MS die Targets erneut in den 
Fraktionen identif iziert . Dieses Procedere wird unter 
Variation der chromatographischen Parameter so oft wieder- 
holt, bis ein reines Produkt der gesuchten Spezif ikation, ■ 
d. h. Retentionszeit und molekularer Masse, vorliegt. Darauf 
folgt die Bestimmung. einer Teil- oder Komplett-Aminosaure- 
sequenz oder eines Fragmentmusters . Im AnschluJS wird ein 
Datenbankvergleich durchgefuhrt an den bekannten Datenbanken 
( Swiss -Prot und EMBL-Peptid- und Nucleinsaure-Datenbank) mit 
dem Ziel der Identif ikation der Teil- oder Komplettsequenz 
oder eines Fragmentmusters. 1st kein Datenbankeintrag vor- 
handen, erfolgt die Aufklarung der Primarstruktur . 

Beispiel 2: 

Verwendung von Korperf liissigkeiten, hier: Aszites 
1. Gewinnung von Aszites 

Aszites bildet sich as extravasales Exsudat bei unterschied- 
lichen Erkrankungen (maligne Tumoren, Leberstorungen etc.). 
Im Rahmen des hier vorliegenden Verfahrens werden zwischen 
10 ml und 10 1 Aszites durch Punktion gewonnen und danach 
zur Vermeidung der Proteolyse sofort mit . vrdiinnter Saure 
(z. B. 1 M HC1) auf einen pH-Wert zwischen 2,0 und 4,0 einge- 
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stellt und auf 4°C gekuhlt. Nach einer Ultrafiltration uber 
eine Cellulose-Triacetat-Membran mit einer AusschlufigroSe 
von 3 0 kDa (Sartocon-Mini-Apparatur , Sartorius) wird das 
Filtrat als Quelle von Peptiden im weiteren verwendet. 

2. Gewinnung der Aszites-Peptide und Auftrennung in 
Fraktionen 

2.1. Peptidextraktion mit Gradienten-Elution 

5 1 Aszites-Filtrat werden auf pH 2,0 eingestellt und iiber 
eine praparative Reverse-Phase-Saule getrennt. 

Chromatographiebedingungen : 

Flufi beim Auftrag 4 0 ml/min 
FluS beim Eluieren: 40 ml/min 
Detektion: 214 nm, 280 nm 

Saule: Waters Kartuschensystem, 4,7 cm Durchmesser, 30 cm • 
Fiillhohe 

Saulenmaterial : Vydac RP-C18, 15 - 20 fim 

Anlage: BioCAD, Perseptive Biosystems, Wiesbaden-Nordenstadt 
Puffer A: 0,1% Trif luoressigsaure in Wasser 
Puffer B: 80% Acetonitril in A 
Gradient: 0% B auf . 100% B in 3,000 ml 

Das Eluat wird in 50 ml Fraktionen gesammelt. 

Der weitere Verlauf der Charakterisierung entspricht Beispiel 
1. 

Beispiel 3: 

Verwendung von Korperf lussigkeiten, hier: Urin 
1. Gewinnung von Urin 

Urin wird direkt als Katheterurin oder als Spontanurin von 
Patienten in Mengen von 0,5 bis 50 1 gewonnen und zur Ver-. 
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meidung der Proteolyse sofort mit verdiinnter Saure (z. B. 
1 M HC1) auf einen pH-Wert zwischen 2,0 und 4,0 eingestellt 
und auf 4°C gekuhlt. Nach einer Ultrafiltration fiber eine 
Cellulose-Triacetat-Membran mit einer AusschluSgroSe von 3 0 
kDa (Sartocon-Mini-Apparatur, Sartorius) wird das Filtrat 
als Quelle von Peptiden im weiteren verwendet . 



2. Gewinnung der Urin- Peptide und Auftrennung in Fraktionen 
2.1 Peptidextraktion mit stufenweiser Elution 

10 1 Urin-Filtrat werden mit Wasser. auf eine Leitf ahigkeit 
von 6 mS/cm verdiinnt und der pH mit HC1 auf 2 , 7 eingestellt . 
Das Urin-Filtrat wird dann auf eine Chromatographiesaule 
aufgetragen. Nach Bindung der Peptide werden die gebundenen 
Peptide mit einem Kochsalzgradienten eluiert. 

Chromatographiebedingungen : 

Flufi beim Auftrag: 100 ml/min 
Flufi beim Eluieren: 30 ml/min 
Detektion: 214 nm 

Saule: Vantage (Amicon, Witten) 6 cm Durchmesser x 7 cm 
Fiillhohe 

Saulenmaterial : Merck Fraktogel TSK SP 650 M 

Anlage: BioCAD 250, Perseptive Biosystems, Wiesbaden - 

Nordenstadt 

Puffer A: 50 mM NaH 2 P0 4 pH 3 , 0 

Puffer B: 1,5 M NaCl in A 

Gradient: 0% B auf 100% B in 2,000 ml 



Das Eluat wird in 10 Pools a 200 ml gesammelt. 
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2.2 Zweite chromatographische Auftrennung 

Die Fraktionen werden separat iiber eine Reverse-Phase-Saule 
chromatographies. 

Chroma tographiebedingungen : 

Flufi beim Auftrag: 10 ml/min 
Flufi beim Eluieren; 4 ml/min 
Detektion: 214 nm 

Saule: HPLC-Stahlsaule, 1 cm Durchmesser, 12,5 cm Fullhohe 
Siulenmaterial : Pharmacia Source RPC 15 fim 

Anlage: BioCAD, Perseptive Biosystems, Wiesbaden-Nordenstadt 

Puffer A: 0,1% Trif luoressigsaure . in Wasser 
Puffer B: 80% Acetonitril in A 
Gradient: 0% B auf 100% B in 200 ml 

Das Eluat wird in 4ml Fraktionen gesammelt. 



Der weitere Verlauf der Charakterisierung entspricht Beispiel 
1. 
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Anspruch^ 



Verf ahren zur Erfassung ■ des Status eines Organismus 
durch Messung von Peptiden aus einer Probe des Organis- 
mus, die hoch- und niedrigmolekulare Peptide enthalt, 
als Indikator fur den Status des Organismus, wobei 

niedrigmolekulare Peptide direkt erfaSt und 
charakterisiert und 



mit einer Referenz in Beziehung gesetzt werden. 

Verf ahren nach Anspruch- 1, wobei die Probe Gewebe- oder 
Flussigkeitsproben aus dem Organismus oder der 
Organismus selbst oder Kombinationen davon ist. 

Verf ahren nach Anspruch .1 und/oder 2, wobei die 
niedrigmolekularen Peptide, die zur Messung herange- 
zogen werden, ein Molekulargewicht von hochstens 30 000 
Dalton aufweisen. 



Verf ahren nach Anspruch 3, wobei die niedrigmolekularen 
-Peptide, die zur Messung herangezogen werden, 
mindestens ein Molekulargewicht, das dem von Dipeptiden 
entspricht, aufweisen. 

Verf ahren nach Anspruch 3 und/oder 4, wobei die 
niedrigmolekularen Peptide, die zur Messung heran- 
gezogen werden, ein Molekulargewicht von 100 bis 10 000 
Dalton aufweisen. 

Verf ahren nach mindesteins einem der Anspruche 1 bis 5, 
wobei die hochmolekularen Peptide vor der Messung der 
niedrigmolekularen Peptide abgetrennt werden oder 
mefitechnisch oder auswertetechnisch bei der Erfassung 
der Probe nicht beriicksichtigt werden. 
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7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, 
wobei die Erfassung der niedrigmolekularen Peptide 
durch Massenspektrometrie erf olgt . 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, 
wobei die niedrigmolekularen Peptide durch die Messung 
ihres Molekulargewichtes charakterisiert werden. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, - 
wobei die Probe vor der Messung der niedrigmolekularen 
Peptide in verschiedene Fraktionen aufgeteilt wird und 
unter unterschiedlichen Bedingungen gemessen wird. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, 
wobei als Organismus Prokaryonten, Eukaryonten, viel- 
zellige Organismen, Zellen aus Gewebekulturen, Zellen 
aus Tieren und. Menschen. dienen. 

11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, 
wobei die Probe aus genet isch veranderten oder trans - 
formierten und/oder konditionierten Organismen stammt. 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, 
wobei die Erfassung des Status des Organismus zur 
hypothesef reien Untersuchung und Aufnahme des Status 
des Gesamtorganismus, zur Aufdeckung eventueller 
Abweichungen von einem Ref erenzzustand, dient. 

13. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, 
wobei die Erfassung des Status eines transf ormierten 
Organismus zur hypothesef reien Untersuchung und Auf- 
nahme des Status des Gesamtorganismus. zur Aufdeckung 
von Veranderungen des trans formierten Organismus dient, 
zur Aufdeckung von mit der Transformation verbundenem 
Auftreten von Peptiden, die kausal mit Stof fwechselver- 
anderungen zusammenhangen . 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as 'originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally filed. 

[X] the description, pages 1J6 ? ^ originally filed, f 

... , filed with the demand, 



the claims, 



pages 
pages 
pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



filed with the letter of 
, filed with the letter of 



H3 



, as originally filed, 

P as amended under Aiticle 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 23 April 1998 (23.04.1998) 

filed with the letter of 



j | the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

| | the description, pages 

| [ the claims, Nos. 



| | the drawings, sheets/fig 



3. Q This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 

to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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V. 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. 


Statement 






Novelty (N) Claims 1 


-13 YES 




Claims 


NO 




Inventive step (IS) Claims ^ 


~ 13 YES 




Claims 


NO 




Industrial applicability (IA) Claims 1-13 (?) Y£g 




Claims 


NO 


2. 


Citations and explanations 






1. This report makes reference to the 
documents: 


following 




Dl: Journal of Pediatric Gastroenterology, Vol. 6, 
No. 3, 1987, pages 341-345. 



D2 : Archives of Dermatological Research, Vol. 275, 
No. 2, 1983, pages 124-129. 

The amendments filed with the International Bureau 
under PCT Article 19(1) do not introduce any 
substantive matter which goes beyond the original 
disclosure in the international application as filed 
(PCT Article 19 (2) ) . 

The process claimed in Claim 1 for determining the 
status of an organism by hypothesis -free measurement 
of peptides from a sample from the organism is not 
disclosed in the search report documents: 



Dl describes a process for characterising the plasma 
profile of gastro-intestinal peptides of children 
suffering from celiac disease by comparison with 
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healthy children (see "Abstract", "Materials and 
Methods", "Results" and "Discussion"). 



D2 describes the expression of epidermal keratins in 
psoriasis patients, which differs from the normal 
expression of epidermal keratin in healthy persons 
(see "Summary" and "Results"). 

The subject matter of Claim 1 is therefore novel 
(PCT Article 33 (2) ) . 

4. The subject matter of Claim 1 can be considered 
inventive for the following reasons (PCT Article 
33(3)): 

The difference between the prior art and the process 
according to the invention is that, in the prior 
art, first a hypothesis is formulated describing 
which peptides or proteins are relevant for the 
disease to be examined. Only these peptides are then 
selectively analysed- In the claimed process, the 
peptides are measured without formulating any prior 
hypothesis, and the relevance of a measurement value 
results from the relation to the reference. Neither 
the sensed peptide, nor its physiological function 
need to be known. 

The subject matter of Claim 1 involves the selection 
of low-molecular peptides which are selectively 
analysed by standard processes . In the process 
according to the invention, measurement is carried 
out without previously formulating a hypothesis 
about the proteins to be analysed. 
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The problem that can be solved by the processes of 
Dl and D2 is that of finding out whether or not 
known peptides are implicated in a disease. With the 
process according to the invention, however, it is 
possible to determine which peptides are 
characteristic of the status of an organism, or 
which peptides are characteristic of a disease. 

The process according to the invention allows the 
sequence information obtained from genomic 
sequencing projects and the expression . products 
derived therefrom to be associated with a function 
within over manageable durations. According to the 
prior art, a protein is first isolated, sequenced 
and then examined for its significance. According to 
the invention, a function can first be determined, 
before the structure is elucidated. 



Although the measurement methods used in the process 
according to the invention are partially known, the 
prior art does not give any reason to a person 
skilled in the art to determine all low-molecular 
peptides in a sample and to relate them to a 
reference, without limiting the determination to 
known peptides . 



Consequently, the process according to the invention 
involves an inventive step. 



5. The same applies to Claims 2-13, which concern 

preferred embodiments of the process (see paragraphs 
3 and 4) . 
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6. The PCT does not contain uniform criteria for 

assessing the industrial applicability of Claims 1- 
13 in their present form (see description, page 2, 
lines 32-33 and Claim 2) . Patentability can also 
depend on the wording of the claims. The EPO, for 
example, does not recognise industrial applicability 
of claims to the use of a compound in a medical 
treatment; it does, however, allow claims to the 
first use of a known compound in a medical treatment 
or to the use of such a compound in the manufacture 
of a drug for a new medical treatment . 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



1. Pursuant to PCT Rule 5.1(1) (ii), the description 

should cite the documents cited in Box V, and 

briefly outline the relevant prior art contained 
therein . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



1 . 



Claims 12 and 13 do not meet the requirements of PCT 



Article 6 because the subject matter for which 
protection is sought is not clearly defined. An 
attempt is made in the claims to define the subject 
matter by the result to be attained; this, however, 
merely indicates the problem to be solved (see Claim 
12 : "useful for discovering possible deviations from 
a reference state" and Claim 13 : "useful for 
discovering alterations of the transformed 
organism" ) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIE) (January 1994) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAI\^MCNARB©TjAUF4)EM 

GEBIET DES P ATENTWES l£NSf£_l£ 2 



n 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



PCT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
971652wo Me 


uiciTcoce w^d/^clicm siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERtS VOnucntN vorlaufigen Priifungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP97/04396 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
13/08/1997 


Priority date (Tag/Monat/Jahr) 
13/08/1996 



Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Wassifikation und IPK 
G01N33/68 



Anmelder 

BIOVISION GMBH & CO. KG et al. 



1 . Dieser international e vorlauf ige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermitteit. 



2. Dieser BERICHT umfafBt insgesamt 6 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser Behorde 
vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 



Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I H Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

BegrQndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur StQtzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


D 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 





Datum der Einretchung des Antrags 
12/03/1998 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 
D-80298 MOnchen 

Tel. (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

t 7. 11. 98 



Bevollmachtigter Bediensteter 

GONCALVES M L F C 
Telefon (+49-89) 2399-8127 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/04396 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" undsind ihm 
nicht beigefugt, well sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-16 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1 .1 3 eingegangen am 24/03/1 998 mit Schreiben vom 23/04/1 998 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus de 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-13 (ja) 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-13 (ja) 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-13 (?) 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarung n 
si h Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/04396 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die Internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt2) {Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/04396 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Teil V 

1 . Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: Journal of Pediatric Gastroenterology, Bd. 6, Nr 3, 1987, Seiten 341-345. 
D2: Archives of Dermatological Research, Bd. 275, Nr. 2, 1983, Seiten 124-129. 

2. Die nach Artikel 19(1) PCT beim Internationalen Buro eingereichten Anderungen 
bringen keine Sachverhalte ein, die uber den Offenbarungsgehalt der internationalen 
Anmeldung zum Anmeldezeitpunkt hinausgehen (Artikel 19(2) PCT). 

3. Das im Anspruch 1 beanspruchte Verfahren zur Erfassung des Status eines 
Organismus durch hypothesefreie Messung von Peptiden aus einer Probe des 
Organismus ist nicht in den im Recherchenbericht angefuhrten Dokumenten 
offenbart: 

D1 beschreibt ein Verfahren zur Charakterisierung des Plasma-Prof ils von Gastro- 
intestinal-Peptiden von an Celiac Krankheit erkrankten Kindern im Vergleich mit dem 
gesunder Kinder (siehe "Abstract", "Materials and Methods", "Results" und 
"Discussion"). 

D2 beschreibt die unterschiedliche Expression von Epidermis-Keratinen in 
Psoriasispatienten im Vergleich zur Normal-Expression von Epidermis-Keratinen bei 
Gesunden (siehe "Summary" und "Results"). 

Der Gegenstand des Anspruchs 1 ist somit neu in Sinne von Artikel 33(2) PCT. 

4. Der Gegenstand des Anspruchs 1 kann aus folgenden Grunden als erfinderisch 
betrachtet werden (Artikel 33(3) PCT): 

Der Unterschied zwischen dem Stand der Technik und dem erfindungsgemaBen 
Verfahren ist, daf3 gemaB Stand der Technik im ersten Schritt eine Hypothese erstellt 
wird, die beschreibt, welche Peptide Oder Proteine fur die zu untersuchende 
Erkrankung relevant sind. AusschlieBlich diese Peptide werden gezielt analysiert. 
Beim beanspruchten Verfahren erfolgt eine hypothesenfreie Messung der Peptide, 
und die Relevanz eines MeBwertes ergibt sich nur aus der Beziehung zur Referenz. 
Weder das erfaBte Peptid, noch seine physiologische Funktion braucht bekannt zu 
sein. 

Der Gegenstand des Anspruchs 1 beruht auf der Auswahl niedrigmolekularer 
Peptide, die durch Standardverfahren gezielt analysiert werden. Die Messung im 
erfindungsgemaBen Verfahren erfolgt ohne vorherige Erstellung einer Hypothese 



Fomiblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/04396 
PRUFUNGSBERICHT - BE1BLATT . 



uberdie zu analysierenden Proteine. 

Die Aufgabe, die durch die in D1 und D2 genannten Verfahren gelost werden kann, 
ist die Klarung der Fragestellung, ob bekannte Peptide an einer Erkrankung beteiligt 
sind. Das erfindungsgemaGe Verfahren ermoglicht jedoch die Bestimmung, welche 
den Peptide fur Status eines Organismus charakteristisch sind, Oder welche Peptide 
fur eine Erkrankung charakteristich sind. 

Das erfindungsgemaGe Verfahren ermoglicht es, in uberschaubaren Zeitraumen den 
aus den genomischen Sequenzierprojekten erhaltenen Sequenzinformationen und 
daraus abgeleiteten Expressionsprodukten eine Funktion zuzuordnen. GemaG dem 
Stand derTechnik wird zunachst ein Protein isoliert, sequenziert und anschlieGend 
auf seine Bedeutung hin untersucht. ErfindungsgemaG kann nun zunachst eine 
Funktion ermittelt werden und dann die Aufklarung der Struktur erfolgen. 
Obwohl die eingesetzten MeGverfahren im erfindungsgemaGen Verfahren teilweise 
bekannt sind, ergibt sich aus dem Stand der Technik keine Veranlassung fur den 
Fachmann, alle niedermolekularen Peptide aus einer Probe zu erfassen und diese 
zu einer Referenz in Beziehung zu setzen, ohne dabei die Erfassung auf bekannte 
Peptide zu beschranken. 

Daher beruht das erfindungsgemaGe Verfahren auf einer erfinderischen Tatigkeit. 

5. Dasselbe trifft fur die Anspruche 2-13 zu, die sich auf bevorzugte Ausfuhrungs- 
formen des Verfahrens beziehen (siehe Punkte 3 und 4, oben). 

6. Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 1- 
13 gewerblich anwendbar sind, enthalt der PCT keine eindeutigen Kriterien (siehe 
Beschreibung, Seite 2, Zeilen 32-33 und Anspruch 2). Die Patentierbarkeit kann 
auch von der Formulierung der Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise 
erkennt den Gegenstand von Anspruchen, die auf die medizinische Anwendung 
einer Verbindung gerichtet sind, nicht als gewerblich anwendbar an; es konnen 
jedoch Anspruche zugelassen werden, die auf eine bekannte Verbindung zur 
erstmaligen medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen 
Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische 
Anwendung gerichtet sind. 

Teil VII 

1. Urn die Erfordernisse gemaG Regel 5.1(1)(ii) PCT zu erfullen, sind in der 
Beschreibung die in Teil V zitierten Dokumente zu nennen; der darin enthaltene 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt2) (EPA- April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/04396 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



einschlagige Stand der Technik sollte kurz umrissen werden. 



Teil VIII 

1 . Die Anspruche 12 und 1 3 entsprechen nicht den Erfordernissen des Artikels 6 PCT, 
weil der Gegenstand des Schutzbegehrens nicht klar definiert ist. In den Anspruchen 
wird versucht, den Gegenstand durch das zu erreichende Ergebnis zu definieren; 
damit wird aber lediglich die zu losende Aufgabe angegeben (siehe Anspruch 12 "zur 
Aufdeckung eventueller Abweichungen von einem Referenzzustand, dient" und 
Anspruch 13 "zur Aufdeckung von Veranderungen des transformierten Organismus 
dient"). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA- April 1997) 



- 17 - 



Anspriiche 

1. Verfahren zur Erfassung des Status eines Organismus 
durch hypothesef reie Messung von Peptiden aus einer 
Probe des Organismus, die hoch- und niedrigmolekulare 
Peptide enthalt, als Indikator fur den Status des 
Organismus, wobei 

niedrigmolekulare Peptide direkt erfaSt und 
charakterisiert und 

mit einer Referenz in Beziehung gesetzt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Probe Gewebe- oder 
Fliissigkeitsproben aus dem Organismus oder der 
Organismus selbst oder Kombinationen davon ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei die 
niedrigmolekularen Peptide, die zur Messung herange- 
zogen werden, ein Molekulargewicht von hochstens 3 0 000 
Dalton aufweisen. 

4 . Verfahren nach Anspruch 3 , wobei die niedrigmolekularen 
Peptide, die zur Messung herangezogeh werden, 
mindestens ein Molekulargewicht, das dem von Dipeptiden 
entspricht , aufweisen . 

5. Verfahren nach Anspruch 3 und/oder 4, wobei die 
niedrigmolekularen Peptide, die zur Messung heran- 
gezogen werden, ein Molekulargewicht von 100 bis 10 000 
Dalton aufweisen. 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 5, 
wobei die hochmolekularen Peptide vor der Messung der 
niedrigmolekularen Peptide abgetrennt werden oder 
meStechnisch oder auswertetechnisch bei der Erfassung 
der Probe nicht beriicksicht igt werden. 
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7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, 
wobei die Erfassung der niedrigmolekularen Peptide 
durch Massenspektrometrie erf olgt . 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, 
wobei die niedrigmolekularen Peptide durch die Messung 
ihres Molekulargewichtes charakterisiert werden. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, 
wobei die Probe vor der Messung der niedrigmolekularen 
Peptide in verschiedene Fraktionen aufgeteilt wird und 
unter unterschiedlichen Bedingungen gemessen wird. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, 
wobei als Organismus Prokaryonten, Eukaryonten, viel- 
zellige Organismen, Zellen aus Gewebekulturen, Zellen 
aus Tieren und Menschen dienen. 

11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, 
wobei die Probe aus genet isch veranderten oder trans - 
formierten und/oder konditionierten Organismen stammt . 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, 
wobei die Erfassung des Status des Organismus zur 
hypothesef reien Untersuchung und Aufnahme des Status 
des Gesamtorganismus , zur Aufdeckung eventueller 
Abweichungen von einem Ref erenzzustand, dient . 

13. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, 
wobei die Erfassung des Status eines transf ormierten 
Organismus zur hypothesef reien Untersuchung und Auf- 
nahme des Status des Gesamtorganismus zur Aufdeckung 
von Veranderungen des transf ormierten Organismus dient, 
zur Aufdeckung von mit der Transformation verbundenem 
Auftreten von Peptiden, die kausal mit Stof f wechselver- 
anderungen zusammenhangen . 
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VERTRAG UBffR DIE INTERNATIONALE ZUSAMWNARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

Me/kk 971652wo 


WE1TERES siehe Mitteilung Liber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/04396 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

13/08/1997 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

13/08/1996 


Anmelder 

FORSSMANN , Wolf-Georg et al . 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dern Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



Dieser internationale Recherchenbericht umfaf3t insgesamt 3 



. Blatter. 



[Y] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Q Bestimmte Anspruche haben sich als nichtrecherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erf indung(siehe Feld II). 

3. Qj] In der internationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotid- und/oderAminosauresequenzoffenbart; die internationale 

Recherche wurde auf der Grundfage des Sequenzprotokolls durchgefiihrt 

| | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

| | das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

| | dem jedoch keine Erklarung beigefugt war, daf3 der Inhalt des Protokolls nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

| | das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaf3e Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|~X~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

["x] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

| | wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 

Abb. Nr. r wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 



| | wetl der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



C.{Forts 



Kategori 



Formblatt PCT/iS 

[ 



INTERNATIONALER^CKHERCHENBERICHT 



Intt 



hales Aktenzeichen 



PCT/EP 97/04396 



A. KLASSIRZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 G01N33/68 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und dertPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Kiassifikationssymbole ) 

IPK 6 G01N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehbrende Veroffentiichungen, soweit dieseunter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit ertorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



A. HERNANZ ET AL: "Gastrointestinal 
peptide profile in children with celiac 
disease. " 

JOURNAL OF PEDIATRIC GASTROENTEROLOGY, 
Bd. 6, Nr. 3, 1987, NEW YORK NY USA, 
Seiten 341-345, XP002050736 
siehe das ganze Dokument 



H.J. STAQUET ET AL.: "Keratin polypeptide 
profile in psoriatic epidermis normalized 
by treatment with etretinate." 
ARCHIVES OF DERMATOLOGICAL RESEARCH, 
Bd. 275, Nr. 2, 1983, BERLIN FRG, 
Seiten 124-129, XP002050737 
siehe das ganze Dokument 



-/-- 



Betr. Anspruch Nr. 



1,2,10, 
12 



3-9,11, 
13 

1,2,10, 
12 



3-9,11, 
13 



0 



Weitere Veroffentiichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamitie 



0 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentiichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verbffentSicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhatt er- 
scheinen zu lassen : oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"0" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaGnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verbffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verbffentlicht worden ist und mit der 
Anmeidung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der thr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung miteiner oder mehreren anderen 
Veroffentiichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselbenPatentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



18.Dezember 1997 



Name und Postanschrift derlnlernationaien Recherchenbehbrde 
Europatsches Patentamt, P.B. 5813 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



14/01/1998 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Van Bohemen, C 



Formblatt PCT/ISA/21 0 (Blatt 2) (Juli 1 992) 



Seite 1 von 2 



INTERN riONAL SEARCH REPORT 



Inter jnal Application No 

PCT/EP : 97/04396 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 G01N33/68 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 G01N 



Documentation searched other than minimum documentat ton to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



A. HERNANZ ET AL.: "Gastrointestinal 
peptide profile in children with celiac 
disease." 

JOURNAL OF PEDIATRIC GASTROENTEROLOGY, 
vol. 6, no. 3, 1987, NEW YORK NY USA, . 
pages 341-345, XP002050736 
see the whole document 



M.J. STAQUET ET AL.: "Keratin polypeptide 
profile in psoriatic epidermis normalized 
by treatment with etretinate." 
ARCHIVES OF DERMATOLOGICAL RESEARCH, 
vol. 275, no. 2, 1983, BERLIN FRG, 
pages 124-129, XP002050737 
see the whole document 



1,2,10, 
12 



3-9,11, 
13 

1,2,10, 
12 



3-9,11, 
13 



-/~ 



X Further documents are listed in the continuation of box C. 



□ 



Patent family members are listed in annex. 



° Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
firing date 

V document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publfcationdate of another 
citation or other speciaJ reason (as specified) 

"O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
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